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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Toda agricultura antes del desarrollo de los agrotoxicos sintéticos, se puede considerar

como una agricultura biol6gica, pero a medida que progresa el conocimiento y se
modernizan los sistemas de produccién agricola, los principios ecoldgicos son facilmente
ignorados, lo que provoca que los sistemas agricolas sean inestables; esta inestabilidad se
ve reflejada en el surgimiento de plagas agricolas y enfermedades en los cultivos (Altieri y
Nichols, 1994), lo que ocasiona importantes reducciones en el rendimiento y pérdidas
econdmicas millonarias a nivel mundial (Hadacek y Greger, 2000). En México son
frecuentes e importantes los dafios que causan las plagas en plantas cultivadas y productos
agricolas almacenados. Estudios recientes revelan que las pérdidas causadas por hormigas
del género Atta, mejor conocidas como hormigas corta hojas, son consideradas como una
de las plagas agricolas de mayor importancia en las regiones neotropicales (Bertorelli et
al., 2006). En cuanto a pérdidas postcosecha por plagas Throne (1994) ha reportado
mermas de hasta un 80% en regiones de clima himedo, siendo el gorgojo de maiz,
Sithophilus zeamais una de las principales plagas que causan este dafio en las regiones
tropicales y subtropicales (Vergara, 1994).

Ante esta problematica se ha hecho uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos, siendo
esto un sintoma de la crisis ambiental que afecta a la agricultura. Sin embargo, el costo
indirecto del uso de plaguicidas por los dafios al ambiente y a la salud publica debe ser
balanceado contra estos beneficios (Altieri y Nicholls, 2000). Por lo que durante los
ultimos afios las tendencias hacia la busqueda de una agricultura sustentable y la creciente
preocupacion publica acerca de los riesgos asociados a los pesticidas sintéticos, ha
derivado en tecnologias que incluyen el uso de organismos naturales o modificados, sus
genes, el producto de sus genes (Thomashow y Weller, 1996), asi, como compuestos
bioactivos (metabolitos secundarios); producto de estos organismos que reduzcan el efecto
indeseable en plantas o animales, representando asi, alternativas biotecnologicas (Garcia et
al., 2012), que pueden ser mas efectivas, biodegradables y con menor toxicidad para los
organismos que no son blanco (Pushpalatha y Muthukrishnan, 1999; Liu et al., 2001,
Tasao et al., 2002; Nathan, 2006). En este contexto se le puede considerar a la abeja Apis
mellifera como fuente potencial de compuestos bioactivos al albergar en su organismo una
alta carga bacteriana capaz de producir metabolitos secundarios con actividades variadas
(Omura, 1992), como respuesta a la competitividad natural que se observa en los diferentes

ambientes en que este polinizador tiene incidencia (Martinson et al., 2011), asi como de las



interacciones con otras poblaciones, siendo las bacterias capaces de producir dichos
compuestos no solo para su propia defensa, sino también para el de su hospedero (Colwell,
2002). En este sentido, dada la gran diversidad de bacterias provenientes de diversas
fuentes, es que resulta de interés, en el campo de la agricultura sustentable, la
identificacion y caracterizacion de dichas bacterias como agentes de biocontrol, mediante

la produccion de sus compuestos bioactivos, (Manzi y Mayz, 2003).



2. JUSTIFICACION
Los dafios causados por insectos en la agricultura han derivado en una importante

disminucion en la calidad de los cultivos, rendimiento y pérdidas economicas. Por lo que
esta situacion ha conllevado al uso indiscriminado de agroquimicos sintéticos que han
buscado mitigar los impactos negativos sobre los cultivos, pero sin considerar la presion y

desequilibrio que estan ocasionando sobre los ecosistemas.

Por lo cual es necesario orientar investigaciones hacia nuevas alternativas biotecnolégicas,
enfocadas al control de plagas y enfermedades que conlleven a la disminucién de la
adquisicion de insumos externos en los agroecosistemas, encuadrando los sistemas
productivos dentro de una agricultura sostenible que produzca alimentos sanos, suficientes
y de calidad de una manera rentable, socialmente aceptable y sin dafiar el ambiente (Altieri
y Nichols, 1994). Una de estas alternativas son los productos metaboélicos de aislamientos
bacterianos provenientes de diferentes sustratos (Sierra et al., 2012). Por lo que este
proyecto abarcara tanto el aislamiento de bacterias presentes en todo el organismo de la
abeja A. mellifera, dado que al ser un polinizador natural, es portador de una gran
diversidad de microbiota representando un vector de dispersién de la misma, asi, como la
extraccion de los metabolitos secundarios producidos por las bacterias encontradas y la
evaluacion de su actividad insecticida contra Atta mexicana y Sitophilus zeamais, por ser
considerados unas de las principales plagas en plantas cultivadas y producto almacenado,
respectivamente, aportando asi valiosa informacion en el campo de los métodos

alternativos de control.



3. MARCO TEORICO

3.1 Apis mellifera y su papel en la agricultura

La abeja A. mellifera es un polinizador natural considerado directa o indirectamente
esencial en la produccion de alimentos, ya que aproximadamente tres cuartas partes de los
cultivos en todo el mundo dependen de la polinizacion para producir semillas, frutas y
vegetables, promoviendo ya sea la cantidad de rendimiento o la calidad de los cultivos
(Klein et al., 2007; Williams, 1994). Por lo que el desarrollo de la apicultura ofrece un gran
beneficio en términos de polinizacion, ya que favorece el sostenimiento de los ecosistemas,
la conservacion de especies y genera incrementos de hasta un 60% en los rendimientos de
los cultivos agricolas, que son beneficiados por las visitas de las abejas (Echazarreta y
Cajero, 2002). Sin embargo, este servicio esta ahora en peligro critico por la disminucion
de la apicultura debido a la pérdida de los subsidios, la intoxicacion por insecticidas, la
introduccion de plagas y presencia de microorganismos patogenos en abeja (A. mellifera),
utilizando a esta como vector dispersor de enfermedades como la causada por Spiroplasma
melliferum (Clark, 1977; Heather et al., 2012; Corby et al., 2014), surgiendo asi la
importancia del buen cuidado y manejo de esta especie insectil.

Ademas de las enfermedades causadas por las diferentes plagas que atacan a las propias
abejas, ocasionando pérdidas en la produccién, el mayor problema radica en los métodos
de control utilizados por los productores, los cuales consisten en la aplicacion de quimicos
sintéticos que dejan residuos y disminuyen la calidad de la miel, por lo que se ha intentado
realizar aislamientos de microorganismos patdgenos de las abejas infectadas y
microorganismos de abejas sanas, y desarrollar pruebas de antagonismo in vitro entre
microorganismos causales de enfermedades y microorganismos no patdgenos (Sanchez,
2003).

3.1.1 Microorganismos asociados a Apis mellifera

Los estudios realizados sobre microorganismos asociados con A. mellifera se han centrado
en el contenido del tracto gastrointestinal, identificando basicamente bacterias de la familia
Enterobacteriaceae 'y de los géneros Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Bifidobacterium, Corynebacterium, Streptococcus y Clostridium, ademas de hongos y

levaduras (Kacaniova et al.,2004; Jeyaprakash et al., 2005).



3.1.2 Spiroplasmas sp
Los Spiroplasmas sp., han sido bien documentados en una amplia gama de huéspedes y
como agentes causantes de varias enfermedades de plantas e insectos (Gasparich, 2002).

Bové (1997), describe a los Spiroplasmas como mollicutes caracterizados por la motilidad
y morfologia helicoidal. Estos fueron descubiertos a través de estudios sobre el enanismo
del maiz y de las enfermedades presentes en citricos, donde el patdgeno de citricos ha sido
conocido como Spiroplasma citri desde 1973, y el agente del achaparramiento del maiz
que se cultivd en 1975 y fue totalmente caracterizado como Spiroplasma kunkelii para
1986. La tercera especie fitopatdgeno es Spiroplasma poeniceum, cultivado a partir de
plantas de bigaro infectados naturalmente en Siria y descrito en 1986. Siguiendo el trabajo
pionero sobre Spiroplasma citri y Spiroplasma kunkelii, cerca de otras cincuenta especies
de Spiroplasmas han sido descubiertas, en donde todos han sido aislados de insectos,
garrapatas y plantas. Los insectos son particularmente fuentes ricas de estas bacterias,
donde algunos derivados de insectos son entomopatégenos, como S. melliferum y

Spiroplasma apis que son patdgenos de las abejas meliferas.

Otras especies como Spiroplasma floricola es el agente de la enfermedad de letargo de
Melolontha (abejorro). Spiroplasma poulsonii infecta las especies neotropicales de
Drosophila, que se transmite transovaricamente y mata a la descendencia masculina de una
mosca hembra infectada. Algunos Spiroplasmas derivados de insectos también se
encuentran en las superficies de las planta, como S. apis que se ha cultivado a partir de las
superficies de flores de cultivo en las proximidades de colmenas afectadas, lo que sugiere
que los Spiroplasmas presentes en las superficie de las plantas se depositan sobre estas por

los insectos contaminados.

3.2 Plagas agricolas
Las nuevas tendencias mundiales en relacion a la agricultura, como lo son la agricultura

intensiva con una tendencia clara hacia el monocultivo y la facilidad que proporciona el
uso de productos quimicos ha desencadenado en la ruptura del balance natural,
amenazando la sostenibilidad y la calidad de las cosechas ocasionando que algunas
especies insectiles alcancen la condicion de plaga (Meehan et al. 2011), y constituyan un
factor limitante de produccién. Helmuth (2000), calcula que la perdida causada por plagas
insectiles a nivel mundial es del 10% al 30%, y junto con otras plagas y enfermedades el

dafio aumenta cerca del 40 a 48 %.



Desde el inicio de la agricultura, las plagas agricolas han representado verdaderos
competidores para el ser humano. En un principio los sistemas de control consistian en
précticas fisicas y culturales (Altieri, 1991), pero a medida que el ser humano evoluciono,
y la necesidad de prevenir las pérdidas causadas por plagas aumento, las medidas
tradicionales de control resultaron ineficaces, lo que condujo a la lucha contra las plagas

mediante la creacion y utilizacion de plaguicidas sintéticos (Blanchi et al. 2006).
3.3 Generalidades de la hormiga Arriera Atta mexicana

Las hormigas cortadoras de hojas (Atta spp.) son conocidas cominmente como hormigas
podadoras, arrieras, forrajeras o corta hojas; se diferencian de los otros géneros de
hormigas Attini porque cortan material vegetal para el cultivo del hongo Leucocoprinus
spp, que es su principal alimento y con el cual desarrollaron una relacién simbiética. La
hormiga arriera A. mexicana, causa grandes pérdidas en los tropicos al defoliar ajonjoli,
algoddn, cacahuate, cafeto, cebolla, chile, citricos (lima, limén, mandarina), frijol, jamaica,
maiz, papayo, platano, trigo, vid, yuca y plantas de ornato (Bravo, 1959; Metcalf y Flint,
1976), esta especie se distribuye desde Arizona, México, Guatemala, Belice, El Salvador,
Honduras y hasta el norte de Nicaragua (Maes y Mackay, 1993; Della, 2003). En México
tiene presencia en 19 estados Aguascalientes, Distrito Federal, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas y Veracruz (Rojas, 2001).
A pesar de que el trabajo de estos insectos es ecoldgicamente importante porque remueven
suelo, promueven la ventilacion, aportan materia organica y mejoran la estructura del
suelo, su alto impacto como podadores y dificil manejo hace que se les considere como una
plaga importante en los sistemas agricolas y silvopastoriles en varios paises de América
Latina (Della, 2003; Fowler et al., 1990), sin embargo estudios revelan que aungue las
pérdidas causadas por esta plaga son de gran magnitud, no se cuenta con registros
sistematizados por pais o region (Escobar et al., 2002).

Los métodos convencionales de control de hormigueros corta hojas, consisten en
actividades mecanicas y culturales, asi como echar diesel o kerosén a los castillos
subterraneos, dinamitarlos, arrojar cantidades de insecticidas sintéticos y toxicos a la tierra,
que resultan ser ademas de ineficientes, poco adecuados para exterminarlos (Della, 2003).
Debido a esto se han realizado investigaciones de nuevas alternativas biotecnoldgicas
como lo son el uso de con controladores biol6gicos como hongos antagonistas, entre ellos:

Trichoderma viride, entomopatdégenos como Metarhizium anisopliae y Beauveria
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bassiana (Escobar et al., 2002, Pérez, 2002). Ademas, se han evaluado extractos de
metabolitos producto de estos hongos, enfocados principalmente en la busqueda de
actividad insecticida (Gruber y Valdix, 2003; Caffarini et al., 2008).

3.4 Generalidades de Sitophilus zeamais

El gorgojo del maiz S. zeamais, es un coledptero perteneciente a la familia Curculionidae.
Fue descrito por Motschulsky en 1855, como aclaracion a la clasificacion hecha por
Linnaeus en 1763 del S. oryzae. Muchos autores relacionan S. zeamais y S. oryzae como
una especie; pero en 1961 Kuschel propuso diferenciar ambas especies por medio de su
genitalia. Es originario de la India, pero ha sido encontrado en Europa y en regiones
tropicales del mundo entero. Es una especie distribuida extensamente en los trépicos y
subtrdpicos, presente en paises como Brasil, México, Colombia, Venezuela, Peru y Chile
(Andrews y Quezada, 1989). S. zeamais tiene gran capacidad de vuelo, lo que le permite
infestar los granos desde el campo. Ataca todo tipo de cereal, siendo extraordinariamente
destructivo, por lo que de las plagas asociadas a los granos almacenados, S. zeamais se
considera la que mas dafio puede provocar (Arienilmar et al., 2005).

Las hembras horadan el grano y depositan en cada diminuta perforacion un huevecillo que
posteriormente es cubierto con una secrecion, por lo que su presencia pasa inadvertida.
Cada hembra deposita de 300 a 400 huevos que tardan entre cuatro y seis semanas en
transformarse en adultos. La larva, carente de patas, se alimenta, se transforma en pupa y
finalmente en adulto, dentro del grano. El adulto vive de cuatro a cinco meses. La hembra
alcanza su méxima actividad de oviposicion después de tres semanas de haber emergido.
(Arias y Dell’Orto, 1983).

Los métodos convencionales de control estan basados en la utilizacion de pesticidas
sintéticos, sin embargo actualmente ya no constituyen un método eficaz, dado que estos
compuestos quimicos suelen ser altamente toxicos y tener un espectro bastante amplio,
ademas, pueden generar problemas de residualidad en los alimentos en los cuales han sido
utilizados (Vergara et al., 2000). Ademas de que la mayoria resultan poco accesibles para
ser usados por los medianos y pequefios productores (Pérez et al., 2007). Por lo que en los
ultimos afios, se ha hecho uso de alternativas dentro del manejo integrado de plagas como
son la utilizacion de metabolitos secundarios producto de plantas como Chenopodiumam
ambrosioides L. y Peumus boldus Mol, considerandoles sustancias ecol6gicamente

eficaces (Pérez y Vazquez 2001; Silva et al., 2005)



3.5 Metabolitos secundarios como alternativa biotecnoldgica en el control de plagas.
El control bioldgico es una de las técnicas preferibles aplicadas al control de plagas, debido
a sus ventajas ambientales, y consiste en la utilizacién de organismos vivos en el
tratamiento de plagas y enfermedades que afectan a los cultivos, buscando la disminucién
de la densidad de una poblacion o el impacto de un organismo plaga (Jacas et al., 2005),
para este tipo de control se ocupan desde organismos macrobiol6gicos como artrépodos
hasta microbiolégicos como bacterias. Mucho antes del descubrimiento de los
microorganismos, estos ya eran explotados para intereses humanos tales como la
preservacion de alimentos, la conversion de azlucar a alcohol por levaduras para la
elaboracion de cerveza en Sumeria y Babilonia, la utilizacion de levaduras para la
panaderia en Roma en el afio 100 a de C., la fermentacion de vino 3,500 a de C., entre otras
practicas (Demain y Fang, 2000). Pero no fue sino hasta 1870 que Tyndall, Pasteur y
Roberts por separado, observaran el efecto antagdnico de algunos microorganismos sobre
otros, y en 1929 Alexander Fleming dio paso a una nueva era mediante la publicacién de
sus estudios acerca de la sustancia activa conocida como penicilina, hallazgo que dio a
lugar al primer agente exitoso quimico terapéutico producido por un microorganismo
(Demain y Elander, 1999). De esta forma, durante los ultimos 50 afios los metabolitos
secundarios han sido estudiados con el fin de obtener productos microbianos
manufacturados comercialmente, dentro de los cuales los antibi6ticos son los considerados
de mayor importancia, ya que han constituido la principal herramienta en el control de
enfermedades causadas por bacterias (Demain y Sanchez 2009). En el campo de la
agricultura, los factores biol6gicos que influyen en la productividad, rendimiento
econdmico y calidad de los cultivos, asi como la basqueda de una agricultura sostenible, ha
dado énfasis al estudio e innovacion de métodos naturales de proteccion (Foldes et al.,
2000), tal es el caso de varios miembros del género Bacillus, que producen diversas
sustancias  antimicrobianas (metabolitos secundarios) que muestran actividad
antibacteriana y/o antifungica frente a fitopatdgenos y patdgenos de origen alimentario
(Katz y Demain 1977; Shoji, 1978). Como ejemplo particular se ha demostrado la
actividad insecticida por parte de Bacilus thurigensis contra Spodoptera frugiperda, mejor

conocido como gusano cogollero del maiz (Arango et al., 2002).



3.5.1 Metabolitos secundarios
Como mencionan Demain y Fang (2000), los metabolitos son aquellos compuestos
quimicos de Carbono aislados de diversos seres vivos, y que derivan del metabolismo
primario 0 secundario de los organismos vivos. Los mismos autores citan que los
metabolitos primarios, estan conformados por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y
acidos grasos, siendo comunes en todos los sistemas biologicos. Los metabolitos
secundarios presentan bajo peso molecular, de naturaleza quimica y taxonémicamente
diversa; cuya particularidad consiste en la regulacion del crecimiento o inhibicion del ciclo
de vida de células procariotas o eucariotas a nivel bioquimico. Por lo que los metabolitos
secundarios se han usado en aplicacién biotecnoldgica como: (i) como armas competitivas
utilizados contra otras bacterias, hongos, amebas, plantas, insectos, y animales de gran
tamano, (ii) como agentes de transporte de metal, (iii) como agentes de simbiosis entre
microbios y plantas, nematodos, insectos y animales superiores, (iv) como hormonas

sexuales y (v) como efectores de diferenciacion.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar la actividad de metabolitos secundarios producidos por bacterias aisladas a partir

de Apis mellifera contra Atta mexicana y Sitophilus zeamais in vitro.

4.2 Objetivos particulares

4.2.1 Aislar e identificar Enterobacterias y Spiroplasmas a partir de A. mellifera.

4.2.2 Obtener productos metabolicos secundarios provenientes de las Enterobacterias
aisladas.

4.2.3 Evaluar los extractos contra A. mexicana y S. zeamais en condiciones controladas

de temperatura y humedad.

5 HIPOTESIS

La microbiota natural presente en Apis mellifera representa una fuente promisora de
sustancias bioactivas contra Atta mexicana y Sitophilus zeamais a una significancia de
P <0,05.
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6 METODOLOGIA
6.1 Muestreo del material bioldgico

Los ejemplares de A. mellifera fueron obtenidos de colmenares ubicados en Santa Maria
Coronango, Puebla, México. Dicha comunidad se encuentra ubicada entre los paralelos 19°
06’ y 19° 10’ de latitud norte; los meridianos 98° 15’ y 98° 20’ de longitud oeste; altitud
entre 2 180 y 2 200 m. Colinda al norte con el municipio de San Miguel Xoxtla y el estado
de Tlaxcala; al este con el estado de Tlaxcala y el municipio de Cuautlancingo; al sur con
los municipios de Cuautlancingo, San Pedro Cholula y Juan C. Bonilla; al oeste con los
municipios de Juan C. Bonilla, Tlaltenango y San Miguel Xoxtla (Figura 1). El clima
predominante es templado subhimedo con lluvias en verano. Cuenta con un rango de
temperatura que oscila entre los 14 °C y los 18 °C y una precipitacion que varia entre los
800 — 1000 mm (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2009).

Veracruz de Ignacio de la
Llave

México

Morelos

TLAXCALA

SAN ANTONIO
MIHUACAN

TLALTENANGO

SAN
FRANCISCO
OCOTLAN

SANTA MARIA CUAUTLANCINGO

CORONANGO
JUAN C. BONILLA

Escala Grafica en
Kilémetros

\,

‘.

0 0.65 13 1.95 2.6 3.25

SAN PEDRO
CHOLULA

Figura 1. Mapa de ubicacion de Santa Maria Coronango, Puebla México.

El muestreo se realizo del 13 de Enero al 12 de Mayo del 2014 de forma aleatoria en el

apiario que consta de 30 colmenas (Figura 2), tomando el 10% del total de las cajas
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presentes por muestreo semanal, bajo el siguiente procedimiento, se localizaron las
colmenas a muestrear, con la ayuda de un ahumador se abrié la caja y se tomaron un total
de 30 abejas por cada muestreo. Se tomaron con una pinza estéril y almacenaron en un
frasco igualmente estéril etiquetado. Se transportaron lo méas pronto posible a forma de
mantener a los ejemplares vivos al laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigaciones de Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias (CICM-ICUAP) de

la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla para su procesamiento.

Figura 2. Colmenares ubicados en Santa Maria Coronango Puebla, México.
6.2 Aislamiento bacteriano en Apis mellifera

El aislamiento de colonias bacterianas se realizO mediante el procesamiento de siete
ejemplares vivos de A. mellifera, las cuales se colocaron durante un minuto a una
temperatura de 4° C, esto con el fin de disminuir sus funciones y procesarlos vivos. A
continuacidn se resuspendieron en 10 ml de caldo nutritivo y se maceraron con la ayuda de
un mortero, realizando alicuotas en tubos independientes e incubaron a 30° C durante 24
horas, en seguida se realizaron diluciones decimales a partir de esta muestra y se
resembraron en agar nutritivo por estria 20 pl de cada dilucion, incubandose a 30° C, 24
horas (Figura 3). Del total de colonias se lograron aislar un total de 17 cepas

morfol6gicamente diferentes.
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Figura 3. Siembra por estria en Agar nutritivo.

6.3 ldentificacién de las bacterias aisladas

Los 17 aislamientos se identificaron por medio del sistema de galerias APl 20 E ™ (20
100/20 160 BIOMERIUX), que es un sistema de pruebas bioquimicas que permiten la
identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-
negativos, pudiendo identificar 108 géneros y 104 especies de estas bacterias. La galeria
API 20E consta de 20 microtubos que contienen los sustratos deshidratados de 23 pruebas
bioquimicas tradicionales estandarizadas y miniaturizadas (Tabla 1) y una base de datos
(Bio-mériux, 1989). Cada una de las 17 cepas aisladas en agar nutritivo se inocularon en 5
mL de caldo nutritivo, logrando una suspension por cepa, la cual se incubd por 18 horas a
30 °C. Pasado este lapso se tomaron 20 pL de la suspension de bacterias y se inocularon en
cada uno de los 20 pocillos. Para el caso de las pruebas CIT (Utilizacion del citrato), VP
(Produccion de acetoina, Voges-Proskauer) y GEL (Gelatinasa), se llend la ctpula de los
pocillos con la suspension de bacterias, y para el caso de las pruebas ADH (Arginina
deshidrolasa), LDC (Lisina descarboxilasa), ODC (Ornitina descarboxilasa), URE (Ureasa)
y H2S (Produccién de H,S), se cubrié con parafina las ctpulas de los pocillos para obtener
anaerobiosis. Se colocé agua en los alvéolos de la camara para proporcionar una atmasfera

hdmeda y se incubaron por 24 horas a 30° C.
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Tabla 1. Pruebas bioguimicas del sistema de galerias AP1 20 E ™ (20 100/20 160
BIOMERIUX) de galerias APl 20 E ™, BUAP, 2015.

ONPG Beta-galactosidasa
ADH Arginina deshidrolasa
LDC Lisina descarboxilasa
oDC Ornitina descarboxilasa
CIT Utilizacion del citrato
H,S Produccion de H,S
URE Ureasa
TDA Triptéfano desaminasa
IND Produccion de indol
VP Produccién de acetoina (VVoges-Proskauer)
GEL Gelatinasa
GLU Fermentacién/oxidacién de glucosa
MAN Fermentacidn/oxidacion de manitol
INO Fermentacion/oxidacion de inositol
SOR Fermentacién/oxidacién de sorbitol
RHA Fermentacion/oxidacion de ramnosa
SAC Fermentacion/oxidacion de sacarosa
MEL Fermentacion/oxidacion de melobiosa
AMY Fermentacién/oxidacion de amigdalina
ARA Fermentacidn/oxidacién de arabinosa
OoX Citocromo oxidasa

Con el objetivo de lograr una mejor identificacion se realizaron las pruebas de oxidasa y
lactosa de forma independiente, para después proceder a la lectura. La lectura de los
resultados se llevo a cabo por comparacion de los colores de cada pocillo con los de las
tablas de lectura (Figura 4), obteniendo un perfil numérico de 7 cifras. Cada perfil

numérico fue introducido en el Software de identificacion API®, APIWEB™,

¢ 1t
: Mo ;
L ! '
s Vg \
=
ES

Figura 4. Interpretacion de las galerias API de cada una de las pruebas bioguimicas.
Laboratorio de Microbiologia, ICUAP, 2014.
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6.4 Deteccion de Spiroplasmas sp

Los Spiroplasmas se obtuvieron a partir de siete ejemplares de A. mellifera que se
resuspendieron en 10 mL de caldo SP-4, y se maceraron con ayuda de un mortero,
realizando alicuotas en tubos independientes incubandose y conservandose a 30 °C durante
7 dias.

Se obtuvieron 12 muestras que se sometieron a extraccion de ADN, utilizando el kit ZR
Fungal/bacterial DNA MiniPrep D6005.

En donde para la amplificacion del gen 16S ARNr especifico para el género Spiroplasma,
se utilizaron los primers F28 (5° CGC AGA CGG TTT AGC AGG TTT GGG 3°) y R5 (5°
AGC ACC GAA CTT AGT CCG ACA C 3’) que amplifican un producto de 271 pares de
bases.

La mezcla de reaccion para realizar la amplificacion del fragmento del gen 16S ARNr por
PCR contiene un volumen final de 50 pL (incluyendo 10 pL de Pyro Start * Fast PCR
Master Mix 2X, 32 uL de agua, 1.5 pL del primer F28, 1.5 pL del primer R5, y 5 pL del
ADN a analizar). La amplificacion se realizé en un termociclador Techne TC-412 bajo el
siguiente esquema: desnaturalizacion 96 °C, 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C/ 60
segundos, 65 °C/ 50 segundos, 72 °C/ 90 segundos y una extension final a 72 °C/ 10
minutos. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados a través de un fotddocumentador (Figura 4),

incluyéndose como cepa control a S. melliferum ATCC 33219.

Para corroborar que el producto de 271 pares de bases correspondia al género Spiroplasma
se realizd la secuenciacion de este fragmento, en todas las muestras positivas a

Spiroplasmas.

A partir de un concentrado de las muestras positivas a Spiroplasmas se les realizo
microscopia de fuerza atémica con el objetivo de elucidar la microestructura de los
Spiroplasmas. Se comenzo por centrifugar la muestra a 1,200 rpm por tres minutos y
lavandose con agua bidestilada tres veces, para proceder a un filtrado con membranas
EMD Millipore ® a un poro de 0.8, 0.45y 0.22 um, utilizando 4 pL de este Gltimo filtrado,
para fijarlo en placas de silicio y se procedio a observar al microscopio de fuerza atdmica
del Centro Universitario de Vinculacién, de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla.
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6.5 Produccion y extraccion de metabolitos

Los metabolitos secundarios se produjeron por triplicado, inoculando por separado una
colonia de cada género bacteriano aislado en 5 mL de caldo nutritivo e incubandose a 37
°C durante toda la noche. Al dia siguiente 500 pL de este cultivo se colocd en un matraz
de 125 mL con 50 ml de caldo nutritivo. Al mismo tiempo, se agregaron 2 mL (4% p/v) de
resina adsorbente Amberlite® XAD16 (Sigma), en solucion acuosa. La incubacién se

realiz6 a temperatura ambiente por 5 dias a 180 rpm (Figura 5).

Figura 5. Produccion y extraccion de metabolitos secundarios a partir de A. mellifea.
Laboratorio de Microbiologia ICUAP, 2014.

Al término de los cinco dias de incubacién, la resina se recuperd por decantacion y los
metabolitos adheridos a ella fueron eluidos con 20 mL de etanol al 99.9% y concentrados
con la ayuda de un rotavapor hasta obtener un mililitro de extracto. Los concentrados se
conservaron a -20 °C. De cada uno se obtuvieron dos concentraciones, de 15% y 7.5%
(Sierra et al. 2012).

6.6 Evaluacion in vitro de la actividad de los extractos contra Atta mexicana

Para la evaluacion in vitro de la actividad de los extractos contra A. mexicana se utilizaron
ejemplares de hormigas arrieras que fueron obtenidas del hormiguero que se tiene en
cautiverio en el laboratorio de Entomologia del Centro de Agroecologia del Instituto de

Ciencias, de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
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La actividad insecticida de los extractos se evalu6 considerando la susceptibilidad de la
hormiga arriera, al ponerse en contacto con los extractos. Se probaron 7 tratamientos,
considerando cuatro extractos, a una concentracion de 15%, un tratamiento con etanol al
70%, un control positivo empleando Aspergillus sp. y un blanco (sin tratamiento) (Tabla
2). Se realizaron cuatro repeticiones, y se probaron bajo un disefio completamente al azar,
por lo que se contd con un total de 28 unidades experimentales (Figura 6), la unidad
experimental fue una caja petri con 20 hormigas con alimento (0.15 g de hongo
Leucocoprinus spp.) (Figura 7).Se aplicaron 285 ul del tratamiento respectivo, mismo que
se asperjo sobre las hormigas y se mantuvieron en una camara de cria de insectos a
temperatura de 26 £ 2 °C, humedad relativa de 70 = 10% y fotoperiodo de 12 hrs luz,
monitoredndose la mortalidad de los individuos a las 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en el control de Atta mexicana.

Tratamiento  Metabolitos Concentracion

secundarios

E, - Pseudomona 15%
E, Klebsiella 15%
Es Yersinia 15%
E,4 Proteus 15%
C+ Aspergillus sp. 2%
C- Etanol 70%
BCO Testigo -

E,: Pseudomona, E,. Klebsiella Es: Yersinia, E,: Proteus, C+:Aspergilus, C-: Etanol, BCO: Blanco

E, |BCO| E; | E, | Es | E4 | C-
Es | C- | BCO| E; | Cp+ | E4 | C-
E, | Es |BCO | C+ | E, | Eo | E4
Es | C+ | C- | E1 | E; | C+ | BCO

Figura 6. Distribucion de los tratamientos contra Atta mexicana en las unidades

experimentales.
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Figura 7. Evaluacion in vitro de metabolitos secundarios en Laboratorio de
Microbiologia, ICUAP, 2014.

6.7 Evaluacion in vitro de la actividad de los metabolitos secundarios provenientes
de Yersinia contra Atta mexicana

Una vez que se obtuvieron resultados en cuanto a la actividad insecticida por parte de
uno de los extractos de metabolitos secundarios procedentes del género Yersinia, se
establecio un segundo experimento, donde se probaron 5 tratamientos; el extracto de
metabolitos secundarios de Yersinia a dos concentraciones (15 y 7.5%), un tratamiento
con etanol al 70%, un control empleando Aspergillus sp. y un blanco (sin tratamiento)
(Tabla 3). Se realizaron cuatro repeticiones y se probaron bajo un disefio
completamente al azar con 4 repeticiones (Figura 8), por lo que se cont6 con un total de
20 unidades experimentales, donde la unidad experimental fue un micro hormiguero
con 20 hormigas con alimento (0.15 g de hongo Leucocoprinus spp.) y hojas de arbol
de durazno (Figura 9). Se aplicaron 285 pl del tratamiento respectivo, mismo que se
asperjo sobre las hormigas, y se monitoreo la mortalidad de los individuos a las 24, 48,
72,96, 120, 144 y 168 horas.
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Tabla 3. Tratamientos utilizados en el control de Atta mexicana.

Tratamiento Metabolitos Concentracion

secundarios:

E, Yersinia 15%
E, " Yersinia 7.5%
C+ Aspergillus sp. 2%
C- Etanol 70%

BCO Testigo -

E,: Pseudomona, E,. Klebsiella E;: Yersinia, E4: Proteus, C+:Aspergilus, C-: Etanol, BCO: Blanco

E” | C- | E® |BCO | C+
C- E | E® | C+ | BCO

BCO | E® | C- |E” C+
E™ | C- C+ | BCO | E”

Figura 8. Distribucion de los tratamientos contra Atta mexicana en las unidades

experimentales.

Figura 9. Evaluacion in vitro de metabolitos secundarios provenientes de Yersina en
Laboratorio de Microbiologia, ICUAP, 2014.
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6.7.1 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se evaluaron con andlisis de varianza (ANOVA) y su respectiva
prueba de Tukey, con un nivel de confianza del 95%, utilizando el programa Statgraphics
Centurion XVI.

6.8 Evaluacion in vitro de la actividad de los extractos contra Sitophilus zeamais
6.8.1 Determinacion del contenido de humedad en maiz Cacahuazintle.

El célculo del contenido de humedad consistio en la determinacion del agua que contenia
el maiz, expresada en porcentaje de masa sobre base humeda.

Esta determinacion se realizé con el objetivo de no alterar mediante la aplicacion de los
extractos, el contenido de humedad que permite el manejo, conservacion y
almacenamiento del maiz, que de acuerdo a la norma NMX-FF-034/1-SCFI-2002
(Productos alimenticios no industrializados para consumo humano - cereales — parte i:
maiz blanco para proceso alcalino para tortillas de maiz y productos de maiz nixtamalizado

— especificaciones y métodos de prueba), debe ser del 14%.

Se pes6 50 g de maiz en cuatro crisoles y se colocaron en una estufa a 100 + 3 °C hasta
Ilegar a un peso constante. Las muestras se dejaron enfriar y posteriormente se volvieron a

pesar. El porcentaje de humedad promedio se obtuvo mediante la siguiente formula:

100

my

H = (mg—my) =

Donde;

H: Es el porcentaje de humedad
mo: Peso inicial

m;: Peso final

6.8.2 Cria de Sitophilus zeamais

La cria de S. zeamais se establecid en el laboratorio de Entomologia del Centro de
Agroecologia del Instituto de Ciencias, de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla. Para su reproduccion se colocaron alrededor de 400 individuos en un envase de
plastico de 3 Litros de capacidad con maiz Cacahuazintle. El envase fue cubierto por una

malla fina para permitir el intercambio de oxigeno y fue colocado en el cuarto de cria a una
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temperatura de 26+1 °C y humedad relativa de 7010, en un periodo de 30 dias, se obtuvo

la primera emergencia que fue utilizada para las pruebas bioldgicas.

6.8.3 Aplicacion y evaluacion in vitro de los extractos sobre S. zeamais
La actividad insecticida de los extractos, se evaludé considerando la susceptibilidad de S.
zeamais, al ponerse en contacto con los extractos. Se probaron 7 tratamientos,
considerando cuatro extractos procedentes de Pseudomona, Klebsiella, Yersinia y Proteus
a una concentracion de 15%, un control negativo con etanol al 70%, un control positivo
empleando cal viva al 2%, y un blanco (sin tratamiento) (Tabla 4). Se realizaron cuatro
repeticiones, y se probaron bajo un disefio completamente al azar con 3 repeticiones, por lo
que se conto con un total de 28 unidades experimentales (Figura 10), en donde cada unidad
experimental consistié en un vaso de vidrio en el que se depositaron 5 hembras y 5 machos
adultos de S. zeamais de recién emergencia con 50 g de maiz previamente esterilizado
mediante radiaciones en microondas por 3 minutos (Figura 11). Se aplicaron 2 mL del
tratamiento respectivo, mismo que se asperjo sobre el maiz, y se mantuvieron en una
camara de cria de insectos a temperatura de 26 + 1 °C, humedad relativa de 70 £ 10% Yy
fotoperiodo de 12 horas luz; monitoredndose la mortalidad de los individuos a los 5, 10 y

15 dias después del establecimiento del experimento.

Tabla 4. Tratamientos utilizados en el control de Sitophilus zeamais.

Extracto de:

E; Pseudomona 15%
E, Klebsiella 15%
E; Yersinia 15%
E, Proteus 15%
Ci+ Cal Viva 2%
Ci- Etanol 70%

BCO Testigo --

E,: Pseudomona, E,. Klebsiella E3: Yersinia, E,: Proteus, C+: Cal viva, C-: Etanol, BCO: Blanco
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E Ean E1s Eos Es BCO; Cs-
Ess Es BCO; Eo1 Cot+ Cs- Cs-
Esr Ezs Eis Cat BCO; E2s Eas
Euss BCO, Co- Eu Ex» Cst Cit+

Figura 10. Distribucién de los tratamientos contra Sitophilus zeamais en las unidades

experimentales.

Figura 11. Unidades experimentales en el tratamiento contra Sitohilus zeamais.

Laboratorio de Agroecologia, ICUAP, 2014.

6.8.4 Mortalidad de los adultos

La mortalidad de los adultos fue un pardmetro determinado mediante el conteo de adultos
muertos, en tres lecturas durante los dias 5, 10 y 15 después de la aplicacion de los
tratamientos.

El porcentaje de mortalidad fue corregido mediante la formula de Abott (Lagunes, 1994).

MC=T00=v

(100)

Donde:

MC=Mortalidad Corregida
X=Mortalidad en el tratamiento
Y=Mortalidad en el testigo
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6.8.5 Pérdida de peso

La pérdida de peso se calculd de acuerdo a la formula de coeficiente de dafio expresada en
porcentaje a partir del peso del maiz dafiado y el maiz sano, reportado por Judenko, 1973.
S—P

PS — PD
—7(100)

% Pérdida de peso = S

Donde:
PS=Peso promedio de granos sanos

PD=Peso promedio de granos dafiados

6.8.5.1 Analisis estadistico de los resultados

Los datos obtenidos de la mortalidad de los adultos y pérdida de peso se evaluaron con
analisis de varianza (ANOVA) y su respectiva prueba de Tukey, con un nivel de confianza

del 95%, utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI.

6.9 Determinacion del perfil proteico

La determinacién del perfil proteico de los extractos se realizd una vez que se obtuvieron
de colonias unicas, y que fueron probados, corriendo las muestras en geles
desnaturalizados de policramida con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), a una
concentracion del 10% y el marcador de peso molecular All Blue (BioRad). Se obtuvo un
concentrado de cada uno de los extractos que fue hidratado con 1 mL de agua
especializada y se le agrego el colorante de azul de bromofenol, para posteriormente ser
introducido en un bafio a 100 °C durante 3 minutos. La muestra se cargo en un gel de SDS-
PAGE al 10% (34,5:1 acrilamida-bisacrilamida) y se sometié a una intensidad de 40 mV
durante 30 minutos para permitir el alineamiento de la muestra y después 150 minutos a 80
mV. El gel fue tefiido en una solucion 50% (v/v) de metanol, 10% (v/v) de &cido acético
glacial y 0.25% de azul de Coomassie durante 120 minutos. El colorante no fijado se
elimind con una solucion 15% (v/v) de acido acético glacial y 20% (v/v) de metanol. Los
geles obtenidos se fotografiaron mediante un analizador de imagenes Bio-Imaging

Systems, MiniBisPro y seguidamente, se secaron y almacenaron.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Identificacion de géneros bacterianos

Las abejas A. mellifera aisladas en Santa Maria Coronango, Puebla, México, mostraron una
microbiota conformada por cuatro géneros bacterianos, con predominancia de Klebsiella y
Pseudomonas, seguidos por los géneros Yersinia y Proteus (Tabla 5). Dichos resultados
concuerda con lo reportado por Gilliam (1987), Gilliam et al., (1988) y Gilliam y Taber
(1991) cuyos trabajos refieren que las bacterias a la familia Enterobacteriacea, son los
microorganismos mas numerosos, presentes principalmente en el tracto intestinal de la

abeja.

Tabla 5. Géneros bacterianos aislados a partir de Apis mellifera.

Klebsiella 37.50
Pseudomona 31.25
Yersinia 12.50
Proteus 6.25

White (1921), cita la microbiota de A. mellifera, donde reporta la presencia de
Lactobacillus rigidus apis., Lactobacillus. constellatus y Bacillus influzoides apis.
Martinson et al. (2011) refiere que la carga bacteriana que presenta la abeja se alberga
principalmente en su intestino y se transmite gracias a la sociabilidad de la especie y de
acuerdo a Dillon y Dillon (2004), la flora bacteriana distintiva de la abeja puede
desempefiar un papel en la salud y vitalidad de estos organismos.

Debido a la importancia de A. mellifera y su relevante contribucién en agroecosistemas
como polinizador natural (Klein et al., 2007, Aizen et al., 2008;), es que las pérdidas
recientes de colonias han captado el interés pablico, sobre todo en paises como Estados
Unidos y Europa, siendo los lugares donde se reportan las tasas mas altas de mortalidad,
con promedios que oscilan en un 30 % (Neuman y Carreck, 2010; vanEngelsdorp et al.,
2012), dichos reportes ademas sugieren que las razones de este desorden varian por
regiones o paises y que no pueden ser atribuibles a un solo factor, por lo que los esfuerzos
por disminuir las pérdidas deben ser diversos (Spleen et al., 2013). Ante dicha
problematica algunos autores mencionan que las mayores pérdidas pueden ser atribuibles a

la introduccion de plagas y patdgenos, por lo que sugieren la necesidad de estudiar y
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caracterizar la biota bacteriana de la abeja como una estrategia de buen manejo y
conservacion de la especie (Heather et al., 2012; Martinson et al., 2012; Corby et al.,
2014), ya que muchos de los organismos detectados, no solo estan relacionados con la
digestion y adsorcion de nutrientes, sino con efectos patogenicos sobre sus hospederos
(Schmid-Hempel, 1998).

7.2 Deteccion del género Spiroplasma

El presente estudio reportd, mediante la amplificacion de 271 pb del fragmento del gen
16S ARNTr especifico para el género Spiroplasma por PCR, la presencia de este género en
el 38% de los ejemplares de A. mellifera provenientes de Santa Maria Coronango, Puebla,
México (Figura 12). Lo anterior concuerda con Mouches et al. (1984), cuyos estudios
demuestran que los Spiroplasmas no forman parte de la biota natural de la abeja, sino que
provienen de la superficie de flores y plantas que visitan, y que de acuerdo a Raju et al.
(1981) y Clark (1982), la transmision parece ser que ocurre a través de la contaminacion
fecal en las superficies de las flores de los hospederos infectados. Schwarz et al. (2014)
soportan esta idea al sugerir que la prevalencia de estas bacterias en las abejas adultas
especificamente durante la primavera se debe a la transmision entre los hospederos.
Regassa y Gasparich (2006), mencionan que estos patdgenos invaden principalmente el
tracto intestinal de las abejas, sin embargo, algunas especies han ampliado su rango de
habitat incluyendo la hemolinfa, ovarios, cuerpo graso, hipodermis y glandulas salivales. S.
apis y S. melliferum son conocidos patdgenos de A. mellifera (Bove, 1997; Clark, 1977;
Meeus et al., 2012), identificaAndose como agentes causantes de enfermedades neuroldgicas
en las abejas especificamente durante la primavera utilizando los términos "spiroplasmosis

"y" enfermedad de mayo " (Schwarz et al., 2014), por lo que los recientes desafios
relacionados a la conservacion y manejo de las abejas, asi como la preocupacion debida a
las pérdidas dramaticas de colonias por diferentes causas como la introduccion de plagas y
patdgenos (Potts et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2011), es lo que ha dado hincapié a la
busqueda y estudio de los posibles agentes patdgenos (Cox-Foster et al., 2007; Oldroyd,

2007), como es el caso del géenero Spiroplasma.
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12 3 45 6 .7 8 9

Figura 12. Gel de Agarosa que muestra la amplificacion del gen 16S ARNT, carriles 1y 9
marcadores, carril 2 control positivo (Spiroplasma melliferum ATCC 33219), carril 3

control negativo, carril 4 al 8, muestras problemas.

Mediante la secuenciacion del gen 16S, el presente estudio demostrd de acuerdo al arbol
filogenético (Figura 13) y al Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), una similitud
(95%) con el gen 16S ARNr de S. melliferum (NUmero del banco de genes: KF706372.1).
Lo anterior concuerda con Schwarz et al. (2014), quienes refieren en sus hallazgos que el
58.3% de las muestras analizadas en sus estudios fueron infectadas con S. melliferum,
demostrando una mayor incidencia y estabilidad a lo largo de las estaciones del afio que S.
apis. Filogeneticamente, el género Spiroplasma pertenece a la clase de los mollicutes que
son bacterias helicoidales, maéviles y carentes de pared celular (Gasparich et al. 2004). De
acuerdo a Whitcomb (1981), algunas especies de Spiroplasmas parecen ser comensales
inofensivos de insectos, sin embargo algunas otras especies han desarrollado patogenicidad
hacia diversos artropodos y plantas, como es el caso de S. melliferum que de acuerdo a
Clark (1982), causa infecciones sistematicas y aumento en la mortalidad de las abejas

meliferas.
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Desconocido (Icl 36581)

Spiroplasma melliferum (ghb KF706372.1)
Spiroplasma melliferum (gb KF706371.1)

Spiroplasma melliferum (gb KF706370.1)

Spiroplasma melliferum (gb KF706369.1)

Spiroplasma melliferum (gb KF667482.1)

Spiroplasma melliferum IPMB4A(gb ‘Q347516.1)
0.001 nm

Figura 13. Arbol filogenético, mostrando la relacion filogenética entre los miembros del

género Spiroplasma.

7.3 Microscopia de fuerza atomica
El presente estudio permiti6 elucidar mediante microscopia de fuerza atdmica realizada a
las muestras positivas a Spiroplasma, de los ejemplares de A. mellifera provenientes de
Santa Maria Coronango, Puebla, México, una estructura de aproximadamente 12 um de
longitud y 0.075 um de diametro (Figura 14 y 15). Dichos resultados concuerdan a lo
reportado por Garnier et al. (1981) en cuanto a longitud y morfologia de los Spiroplasmas.
Los mismos autores reportan mediante técnicas de microscopia de transmision estructuras
en forma de espiral, que corresponden a la estructura tipica de estas bacterias, sin embargo,
en estudios recientes se han encontrado estructuras redondeadas, helicoidales e
intermedias, con longitudes que varian de 3 a 12 um y diametros de 0.1 a 0.35 um (Wang
et al., 2004) demostrandose que la morfologia cambia de acuerdo al hospedero y a las
condiciones externas del ambiente (Patel et al., 1978; Wang et al., 2004). A la luz de los
recientes descensos globales de abejas y la gran brecha que existe entre el conocimiento de
estos patdgenos, debido a la dificultad para ser estudiados mediante métodos
convencionales, es que los resultados obtenidos en el presente estudio revelan importante
informacidn acerca de estas bacterias de interés en la apicultura dada su asociacion con las

enfermedades antes mencionadas.
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578.1 nm

562.5 nm

346.8 nm

231.2 nm

115.6 nm

0.0 nm

Tamafio de imagen: 10.0 X 10.0 pm, Altura de imagen: 0.578 pm

Figura 14. Microscopia de fuerza atomica de muestra positiva a Spiroplasma mostrando
topografia y morfologia, Laboratorio de Centro Universitario de Vinculacion y

Transferencia de Tecnologia-BUAP, 2014.

SPIRO
10.0 x 10.0 um x 578.1 nm

Tamafio de imagen: 10.0 X 10.0 um, Altura de imagen: 0.578 pm
Figura 15. Microscopia de fuerza atomica de muestra positiva a Spiroplasma mostrando

diferencia de fases, Laboratorio de Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de
Tecnologia-BUAP, 2014.
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7.4 Extraccion de los metabolitos secundarios

De la microbiota aislada en los ejemplares de A. mellifera provenientes de Santa Maria
Coronango, Puebla, se obtuvieron 4 extractos diferentes, los cuales corresponden a los
metabolitos secundarios de Pseudomona, Proteus, Yersinia y Klebsiella. Del concentrado
de cada extracto se realizaron diluciones con agua destilada y se obtuvieron dos

concentraciones finales 15% y 7.5%.
7.5 Evaluacion in vitro de la actividad de los extractos contra Atta mexicana

La actividad insecticida obtenida con los diferentes extractos, se evalio a partir del
porcentaje de mortalidad, donde el analisis de varianza con su respectiva prueba de Tukey
(Tabla 6), permitié observar a partir de las 48 horas diferencias significativas (p<0.05)
entre el efecto de los demas tratamientos, presentandose 3 grupos de medias, donde el
tratamiento con Yersinia fue el que mayor mortalidad ocasiono con un 21.25 %, mientras
que el tratamiento con Proteus fue el tratamiento que menor mortalidad ocasiono (1.25 %).
El analisis ademas permitid observar la prevalencia de esta tendencia a lo largo de todas las

mediciones, alcanzando un total de mortalidad por parte de Yersinia de 92.5 %.

Tabla 6. Evaluacion del porcentaje de mortalidad por parte de los tratamientos contra A.
mexicana

= 25+144a 7.5+£1.44 Db 875+125b | 275+144b | 375+144b | 43.75%1.25Db 65+0c
E> | 1.25+125a 5+0b 875+125b | 125+144c 20+£2.04¢c 40+2.04b | 71.25£1.25b
Es 2.5+144a 21.25+1.25a | 31.25+1.25a | 475+144a | 73.75+1.25a | 76.25+1.25a | 925+144a
= 1.25+1.25a 1.25+1.25¢ 1.25+125¢c | 3.75+125d | 125+125¢c 30+0c | 525+1.44d
C- 1.25+1.25a 6.25+1.25Db 10+0b | 125+144c | 13.75+1.25¢c 31.25+1.25¢ | 53.75+1.25d

2.5%25a 6.25+1.25b 8.75+1.25b | 13.75+1.25c | 28.75+x1.25b 425+144b | 63.75£1.25¢C
B 0+0 a 3.75%¥1.25b 75+144b 15+0c | 325+144b 45+0D 70+0b

Tx: Tramientos, E;: Pseudomona, E,. Klebsiella E: Yersinia, E4: Proteus, C+:Aspergilus, C-: Etanol, B: Blanco.

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. Prueba de Tukey
(o0 =0.05).

A las 168 h, se observa en la tabla 6 cuatro grupos de medias, siendo el tratamiento a base
de Yersinia el que presento la mayor mortalidad, y es estadisticamente diferente (p<0.05)
al efecto de los demas tratamientos, como se puede observar el tratamiento blanco presento
una alta mortalidad, esto puede deberse a que las hormigas no pueden sobrevivir mucho
tiempo sin la reina.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion relacionados a la actividad
insecticida de los metabolitos secundarios del género Yersinia aislado de Apis mellifera, se
puede explicar, ya que existen reportes actualmente se han encontrado cepas de Yersinia
entomophaga que no muestran toxicidad para seres humanos, pero si para insectos
(Parkhill et al., 2001; Landsberg et al., 2011). De acuerdo a Hurst (2011) la bacteria Y.
entomophaga MH96, tiene la capacidad de causar mortalidad a través de un amplio rango
de especies insectiles, incluyendo los de orden de Coledpteros y Lepidopteros. ffrench-
Constant y Waterfield (2005), mencionan que la actividad insecticida de Y. entomophaga
estd determinada por la presencia de un complejo de tdxinas que de acuerdo con ffrench-
Constant et al. (2007) y Blackburn et al. (2011), dicho complejo es encontrado en Bacillus
thuringensis, conocida bacteria utilizada con éxito en el control de plagas en cultivos. Sin
embargo la reciente aparicion de insectos resistentes a las toxinas de B. thuringenis
(Tabashnik et al., 1993), es una de las principales razones que ha motivado en la busqueda

de nuevas fuentes de biopesticidas, como es el caso de Yersinia.

7.6 Evaluacion in vitro de la actividad de los extractos contra Sitophilus
zeamais

7.6.1 Determinacion del porcentaje de humedad

En referencia al porcentaje de humedad del grano de maiz que se utilizd para el
experimento se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de humedad en granos de maiz Cacahuazintle.

Muestra Porcentaje de
_ Humedad
Muestra 1 10.6943
Muestra 2 11.3303
Muestra 3 12.2684
Muestra 4 12.0012
Promedio 11.5735

Por lo que el promedio de las cuatro muestras fue de 11.57%, lo cual permitio llevar a cabo
la aplicacion de los extractos sin alterar el porcentaje de humedad sefialado (14%) por la
NMX-FF-034/1-SCFI-2002.
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7.6.2 Mortalidad de los adultos

El anélisis de varianza de la mortalidad de los individuos de S. zeamais, evaluados a los 5,
10 y 15 dias, mostro diferencia significativa entre los tratamientos establecidos,
observandose tres grupos de medias y una diferencia significativa por parte del tratamiento
con cal viva, al presentar una mortalidad acumulada de 62.5 % (Tabla 8). A su vez, no se
observo efecto de mortalidad en S. zeamais por causa de alguno de los extractos, lo cual
puede deberse a que los extractos al ser asperjados sobre el maiz, no tuvieron contacto
directo con los insectos. Lo anterior coincide con lo mencionado por Lagunes (1994) y
Rodriguez (2000), cuyas investigaciones estan relacionadas al control de S. zeamais con
polvos vegetales, al referir que los métodos de control son preventivos mas que curativos,
ya que una vez que el insecto penetra en el grano cualquier polvo vegetal de probada
eficacia protectora carece de efecto. Por tanto, el control debe estar enfocado al desarrollo
de repelentes, disuasivos de la alimentacion u ovipostura, confusores o disruptores,
reguladores de crecimiento (Metcalf y Metcalf, 1992; Coats, 1994), asi como barreras

fisicas contra el dafio (D'Antonio, 1997).

Tabla 8. Porcentaje promedio de mortalidad de adultos de Sitophilus zeamais.

Porcentaje de mortalidad Error

Tratamiento Estandar + Significancia
E1 (Pseudomona) 0+0b 0t0b 0t0b
E, (Klebsiella) 0t0b 0t0b 0+0b
E; (Yersinia) 0+0b 0+0b 0+0b
E, (Proteus) 0t0b 0t0b 0+0b
BCO (Blanco) 0+0b 0+0b 0t0b
C+ (Cal viva) 42.5+25a  62.5t28a | 62.5t2.8 a
C- (Etanol) 0+0b 0+0b 0+0b

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. Prueba de Tukey
(o0 =0.05).

7.6.3 Determinacion de pérdida de peso

La determinacion de la pérdida de peso (Tabla 9), mostro una diferencia significativa por

parte del tratamiento con cal viva, al presentar una pérdida de peso de 0.27 %, %, y es
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estadisticamente diferente (p<0.05) al efecto de los demas tratamientos evaluados,

concordando asi con los resultados obtenidos de mortalidad de individuos.

Tabla 9. Porcentaje de pérdida de peso en maiz Cacahuazintle.

Tratamientos Porcentaje pérdida
de peso £Error

Estandar +

Significancia
| Ei(Pseudomona) ~ 1.3620.15b |
E, (Klebsiella) 131£0.10b
Es (Yersinia) 1.64+0.36b
E, (Proteus) 1.31+0.10b
BCO (Blanco) 1.25+0.072 b
C+ (Cal viva) 0.27+0.03a
C- (Etanol 70%) 123+0.11b

*Prueba de Tukey (a = 0.05).

Si bien la cal viva es un mineral inerte, de acuerdo a Silva et al. (2004), es un material
cuyo modo de accidn en el control de plagas como insecticidas de contacto, se debe a que
tiene un efecto abrasivo o de absorcién de los lipidos de la epicuticula, facilitando la
pérdida de agua, causando la muerte del insecto por deshidratacion. Y de acuerdo a
Ebeling (1970), aquellos que no mueren, al quedar con el polvo adherido al cuerpo,
disminuyen su habilidad de apareamiento y reduce la oviposicion. De esta forma es que
puede considerarse a la cal viva como un método alternativo al uso de insecticidas
organosisnteticos, al ser econémicamente accesible y de bajo riesgo para ser usado por los
pequefios y medianos productores (Perez et al., 2007).

7.7 Determinacion y diversidad de los perfiles proteicos de los extractos

La determinacién del perfil proteico se realizé debido a que se considerd que los agentes
causales de la toxicidad podrian tener origen proteico, por lo que para la determinacion se
utilizo la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sodico
(SDS-PAGE), ya que se considera como un meétodo eficaz para la diferenciacion de

microorganismos (Plikaytis et al., 1986) ademéas de ser una técnica confiable y
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comunmente usada para la separacion, identificacion y caracterizacion de proteinas (Wirth
y Romano 1995, Steinberg, 2009).

De la determinacion de los pérfiles proteicos a cada uno de los extractos (Klebsiella,
Pseudomona, Yersinia y Proteus) provenientes de la biota aislada de A. mellifera, se
observaron variabilidad en cuanto al nimero de bandas proteicas, pero mostraron similitud
en cuanto a su tamafio, predominando la de peso molecular de 70 kDa, que se observo en
todos los perfiles. La banda de peso molecular de 10 kDa coincidié para Yersinia y
Pseudomona, mientras que las bandas de peso molecular 55, 70 y 130 kDa, coincidieron
para Pseudomona y Proteus, siendo este ultimo extracto el que presento el mayor numero
de bandas (Figura 15).

Figura 16. SDS-PAGE al 10% de los extractos de cultivos de Proteus (Carril 2), Yersinia
(Carril 3), Klebsiella (Carril 4), Pseudomona (Carril 5), Carril 1y 6, marcador de peso

molecular.
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7.7.1 Actividad insecticida de los aislados.
Se determind la toxicidad de los cuatro extractos obtenidos procedentes de las cepas
identificadas, contra A. mexicana y S. zeamais, donde sdlo el extracto proveniente del
género Yersinia mostro actividad insecticida contra A. mexicana, cuyas bandas proteicas
corresponden a un peso molecular de 10 y 70 kDa. Este hecho puede atribuirsele a la
presencia de proteinas toxicas que por el peso molecular pudieran compararsele a algunas
de las endotoxinas Cry de B. thuringensis, ya que de acuerdo a la literatura se sabe que la
actividad insecticida que se le atribuye a la bacteria B. thuringensis se debe a su capacidad
de producir un cuerpo paraesporal de naturaleza proteica conocido como cristal durante su
fase de esporulacion. Este cristal proteinico se constituye por endotoxinas conocidas como
proteinas Cry o Cyt, siendo algunas de ellas activas contra insectos como lepidopteros
(mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), acaros e himendpteros
(hormigas), entre otros. EI peso molecular de las proteinas Cry oscila entre 25 y 140 kDa
(Del Rincon et al., 2006; Ifiigo et al., 2006). Actualmente se han clasificado 332
endotoxinas dentro de 47 grupos de proteinas Cry, 22 proteinas Cyt en dos grupos y otras
seis proteinas de B. thuringensis que no se han clasificado dentro de un grupo especifico
(Crickmore et al., 1998). Para las toxinas Cry 1 los fragmentos toxicos pesan entre 60 y 70
kDa, para las Cry 2 el peso molecular de la prototoxina es de 70 kDa, al igual que para la
Cry 3, sin embargo difieren en el tipo de formacidn de los cristales siendo para la Cry 2
cuboidal y romboidal para la Cry 3. Para la Cry 4 se ha encontrado que los fragmentos
toxicos corresponden a pesos moleculares que van de 50 a 70 kDa (King et al., 1996). Los
polipeptidos de 70 kDa que corresponden con las endotoxinas Cry tipo 2 asociadas a
morfologia cubica, son activos tanto para lepidopteros como dipteros (Shneff et al., 1998;
Crickmore, 2000; Glare y Callaghan, 2000) pero hasta la fecha, con la excepcién de una
solicitud de patente de la toxina Cry22 especifica para hormiga, ninguna clase de proteinas
Cry se ha encontrado que sea directamente toxica para los insectos himendpteros (De
Maagd et al, 2003). De acuerdo a Soberén y Bravo (2007), el modo de accion de las
toxinas Cry se observan mediante sintomas que se presentan a partir de la ingesta de los
cristales, como son cese de la ingesta, paralisis del intestino, diarrea, paralisis total y
finalmente la muerte. De manera general las toxinas Cry forman poros liticos que ejercen
su actividad toxica al provocar un desequilibrio osmotico en las células epiteliales donde se
insertan en la membrana (Gonzalez et al., 2006). Por tanto si bien lo anterior puede
explicar la posible relacion que existe entre las proteinas encontradas en el extracto de
Yersinia con peso molecular de 70 kDa y su toxicidad frente a A. mexicana, con alguna de
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las endotoxinas de Cry de B. thuringensis, ya que actualmente se han encontrado toxinas
Cry en otras especies bacterianas como Clostridium bifermentants (Soberén y Bravo,
2007) no puede asegurarse que se trate de las mismas ya que no se ha comprobado la
similitud en cuanto a sus secuencias aminoacidicas, de esta forma puede explicarse la falta
de actividad insecticida en los demas extractos que también presentaron bandas con pesos
moleculares de 70 kDa. La actividad insecticida presentada por parte del extracto de
Yersinia sobre la hormiga arriera A. mexicana, puede responder a la necesidad de
implementar nuevas alternativas biotecnologicas en el combate de plagas que encuadren
con un desarrollo agroecoldgico, sustituyendo asi el uso intensivo y sin control de
plaguicidas, que ocasionan la generacion de resistencia y los ya bien estudiado dafios en el

ambiente y la salud del ser humano.
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8 CONCLUSIONES
Se aislaron e identificaron cuatro géneros bacterianos de A. mellifera; Klebsiella (37.5%),

Pseudomona (31.2%), Yersinia (12.5%) y Proteus (6.2%), asi como la deteccion y
elucidacion mediante microscopia de fuerza atomica la presencia del género Spiroplasma,
quien mediante la amplificacion y secuenciacion del gen 16S ARNr, mostr6 una similitud
(95%) con el gen 16S ARNr de S. melliferum (NUmero del banco de genes: KF706372.1),
conocido patdgeno de la especie, que no ha sido reportado con anterioridad en Puebla,

México.

Los metabolitos secundarios producidos por Yersinia presentaron proteinas con pesos

moleculares de 10 kDa y 70 kDa.

De acuerdo a este estudio se logré observar que el extracto de Yersinia contiene
metabolitos secundarios biol6gicamente activos contra A. mexicana al mostrar un 92.5 %

de mortalidad acumulada a una significancia de P <0,05.

Los resultados obtenidos permitieron observar actividad insecticida por parte del
tratamiento con Cal viva sobre individuos de Sitophilus zeamais, al presentar una
mortalidad acumulada de 62.5 %, sin embargo no se observé mortalidad por parte de los

extractos obtenidos en esta investigacion.
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9 RECOMENDACIONES
Se recomienda que se realice la determinacion de la especie de Yersinia que presento
actividad insecticida sobre Atta mexicana.

Caracterizar e identificar las proteinas de peso molecular de 10 kDa y 70 kDa de Yersinia

mediante su secuenciacion aminoacidica.

Realizar una microscopia de transmision, a las proteinas de Yersinia con el objeto de
buscar cuerpos para esporales que pudieran ser comparados a las endotoxinas Cry de

Bacillus thuringensis.

Se recomienda realizar el analisis de costos de produccion y extraccion de metabdlitos
secundarios procedentes de Yersinia, como estrategia para desarrollar un paquete

tecnoldgico para uso agricola.
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Mollicutes are the smallest organisms capable of autonomous selt-replication,
and their phenotype differs from that of other bacteria in their lack of a cell wall.
Mollicutes are wide spread in nature and pathogenically infect humans, other mammals,
reptiles, arthropods and plants. Normally demonstrate a strict specificity to a host, as
well as tissue specificity, which result from an obligate parasitic lifestvle. However, plant
pathogens, including phytoplasmas, spiroplasmas and acholeplasmas, have the capability
to infect a variety of plants and use insect-host vectors for transmission. The objective
was detection and characterization of spiroplasmas by PCR, sequencing 16S rRNA, and
atomic force microscopy. in isolates of Apis mellifera in Puebla-Mexico. Samples from
100 honey bee were collected and examined by PCR, sequencing 16S rRNA and atomic
force microscopy. A 271 bp product was produced from the F28/R5 primer set in 38%.
Alignment of the sequences showed a 95% similarity with Spireplasma melliferum.
Atomic force microscopy study shows the presence of spherical structures formed chains
with sizes within the ranges reported for spiroplasmas.

Key words: Apis mellifera, spiroplasma, vector, PCR, AFM.

Spiroplasmas are prokaryotes belonging
to the class Mollicutes and their traditional host
are plants and insects. Due to their small cell size
spiroplasmas can pass through 0.22 pm filters used
in filter sterilization. Spiroplasmas are difficult to
detected with light microscopy and cultivation.
They are also impractical to use for detection of
pathogens at low densities from fields samples'~.
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The spiroplasmas organism showed
stable vertical transmission through successives
generations of the host, and exhibited negative
effects on growth, reproduction, and longevity of
the host, particularly in older adults®.

The ecology of the spiroplasmas must be
studied. and principal host or alternate host or both
must be identified, should be of importance to
agriculture or public health or as a basic
microbiological model. Some spiroplasmas cause
female-biased sex ratios of their host insects as a
result of selective death of the male off spring
during embryogenesis®+.
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